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ABSTRAKT 
 Tato bakalářská práce je zaměřena na studium obsahu huminových látek v přírodní léčivé 
vodě. Huminové látky extrahované z této vody byly charakterizovány pomocí UV-VIS 
a FTIR spektrometrie, dále byly provedeny mikrobiologické testy. Hlavním cílem bylo 
stanovení obsahu HL pomocí normy ČSN 75 7536 a kalibračních křivek standardu fulvinové 
kyseliny Suwannee River. Další část bakalářské práce byla zaměřena na spektrometrickou 
charakterizaci HL po různém stupni přečištění. Huminové látky byly charakterizovány 
pomocí absorpčních koeficientů a FTIR spektrometrie. 
 
ABSTRACT 
 This bachelor thesis is focused on the study of the content humic substances in natural 
medicinal water. Humic substances extracted from this water were characterized by UV-VIS 
and FTIR spectroscopy, hereafter microbiological tests were performed. The main aim was 
determine the content HS using the norm ČSN 75 7536 and the calibration curves of standard 
fulvic acid Suwannee River. Another part of this bachelor thesis was focused on spectrometric 
characterization HS after different degree of purification. Humic substances were 
characterized by absorption coefficients and FTIR spectroscopy.  
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1 ÚVOD 
 Huminové látky (HL) patří mezi přírodní organické látky, které vznikají chemickým 
a biologickým rozkladem organické hmoty (těla rostlin, ţivočichů apod.) a dále syntetickou 
činností mikroorganismů. Tento proces se nazývá humifikace a je také definován jako 
dlouhodobá stabilizace organických látek proti biodegradaci. Huminové látky jsou pokládány 
za nejdůleţitější zdroj organického uhlíku v půdních i vodních ekosystémech. 
 Huminové látky se přirozeně vyskytují v půdách, rašelině, hnědém uhlí (lignitu) 
a leonarditu. Obsah huminových látek kolísá od stopových mnoţství (jíly, písky), přes 
jednotky procent (běţné půdy) aţ k desítkám procent (hnědé uhlí a leonardit). Lignit je 
geologicky nejmladší typ uhlí, můţeme ho poznat podle zachovalé struktury dřeva. Lignit je 
sloţitý makromolekulární systém, který při transformaci původního rostlinného materiálu 
získal specifické chemické sloţení, díky kterému má určité povrchové vlastnosti, 
charakteristický volný objem a členitý povrch s občasnými defekty. Nerovnoměrně rozloţené 
napětí v lignitu souvisí s obsahem nízkomolekulárních látek a různě orientovanými 
molekulami vody, která zde působí jako peptizační činidlo, a proto je lignit časově nestabilní. 
Hlavní sloţkou lignitu jsou huminové látky, protoţe tvoří aţ 80 hm. % lignitu. Je velmi dobře 
známo, ţe lignit má velkou výměnnou kapacitu pro kationty a schopnost tvořit komplexy 
s ionty kovů, a rovněţ obsahuje velké mnoţství kyslíku, který je fixován v karboxylových, 
alkoholových a karboxylových skupinách. Především karboxylové nebo hydroxylové skupiny 
jsou schopny účastnit se iontově výměnných mechanismů. Tyto vlastnosti umoţňují vyuţití 
lignitu jako sorbentu.  
 Prozatímní výsledky výzkumu ukázaly, ţe huminové látky mají velký vliv na půdu, a to 
díky přítomnosti biologicky aktivních látek, které mají vliv na růst a vývoj rostlin. Dále také 
proto, ţe mají schopnost tvořit komplexy s těţkými kovy a pomáhají tak imobilizovat residua 
pesticidů a tím sniţují toxicitu těchto polutantů. Účinků huminových látek se vyuţívá 
v humánní i veterinární medicíně k prevenci a léčbě onemocnění pohybového ústrojí, obecně 
díky jejich protizánětlivým účinkům. 
 Tato bakalářská práce je zaměřena na charakterizaci vodních huminových látek 
izolovaných z hlubinného vrtu pomocí UV-VIS a FTIR spektrometrie a mikrobiologické 
analýzy. Důraz byl kladen na získání HL z léčivé vody. Avšak izolace HL ze vzorku byla 
obtíţná, protoţe obsah HL je zde velmi nízký. 
8 
 
2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Rozdělení huminových látek 
 Huminové látky (dále jen "HL") se dělí podle rozpustnosti v kyselém a alkalickém 
prostředí na huminové kyseliny (dále jen "HK"), fulvinové kyseliny (dále jen "FK") a huminy 
(dále jen "HU") které jsou nerozpustné jak v kyselinách, tak v zásadách. HK mají tmavě 
hnědou barvu a FK mají ţlutou aţ ţlutohnědou barvu. FK jsou rozpustné v celé škále pH, 
zatímco HK v silně kyselém prostředí koagulují. Extrakcí HL alkoholem lze oddělit 
hymatomelanové kyseliny, které jsou povaţovány za součást HK, ale oproti nim mají niţší 
molekulovou hmotnost a ţlutou aţ ţlutohnědou barvu [1], [2]. 
2.1.1 Huminové kyseliny 
 HK patří mezi nejhodnotnější produkty humifikačních procesů, protoţe způsobují vysokou 
úrodnost půd. Základní strukturní jednotkou je aromatické jádro fenolického nebo 
chinoidního typu s přítomností cyklických i alifatických dusíkatých sloučenin. Elementární 
sloţení huminových kyselin je závislé na chemickém sloţení rostlinných a ţivočišných 
prekurzorů, na podmínkách humifikace a půdním typu. Proto huminové kyseliny pocházející 
z černozemě obsahují nejvíce organického uhlíku. Za kyselinový charakter huminových 
kyselin jsou zodpovědné karboxylové a fenolické skupiny. Koncové vodíkové kationty těchto 
skupin mají schopnost se vyměňovat za jiné ionty. V nasyceném stavu jsou odolné vůči 
mineralizaci [1], [2]. 
 
 
 
Obr. 1: Pravděpodobná struktura huminové kyseliny (Stevenson 1982) 
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2.1.2 Hymatomelanové kyseliny 
 Hymatomelanové kyseliny tvoří velmi sloţitou směs látek. Tyto látky mohou vznikat z HK 
nebo při syntéze lehce rozloţitelných organických zbytků [21].  
2.1.3 Fulvinové kyseliny 
 FK jsou frakce HL izolované z přírodních matric bohatých na organický humus. 
Za kyselinový charakter jsou zodpovědné karboxylové a fenolické skupiny, kterých je zde 
více neţ u HK. Naopak mají jednoduší strukturu neţ HK a to díky menšímu obsahu uhlíku 
a většímu obsahu kyslíku v molekule. Mají nejniţší molekulovou hmotnost. FK jsou ţluté aţ 
světle hnědé barvy. Jsou charakteristické dobrou rozpustností ve vodě, minerálních 
kyselinách, louzích i roztocích hydrolyticky zásaditých solí. Elementární sloţení fulvinových 
kyselin se pohybuje v tomto rozmezí hmotnostních %: C: 40–52 %, H: 4–6 %, O:  40–48 %, 
N: 2–6 %. Vodné roztoky fulvinových kyselin jsou silně kyselé. FK jsou v důsledku silně 
kyselé reakce a dobré rozpustnosti ve vodě velmi agresivní na minerální část půdy a ochuzují 
ji o ţiviny a koloidní látky. Celková kyselost fulvinových kyselin je podstatně vyšší neţ 
kyselost HK, jinak mají podobné fyzikálně-chemické vlastnosti jako HK [1], [2]. 
 
 
 
Obr. 2: Pravděpodobná struktura fulvinové kyseliny (Buffle 1977) 
 
2.1.4 Humin 
 Huminy jsou silně karbonizovaná organická hmota, která je pevně vázaná na minerální 
podíl půdy, proto se nedá získat ani několikanásobnou extrakcí alkáliemi. Nejsou rozpustné 
v kyselém ani alkalickém prostředí. Mají hnědou aţ černou barvu a nejvyšší molekulovou 
hmotnost [2]. 
2.2 Vznik lignitu 
 Lignit je nejmladší typ hnědého uhlí, který vznikal před 50 miliony let. Lignit se vytvářel 
z tělních pletiv pravěkých rostlin (přesličky, plavuně, kapraďorosty, mechy…) při okrajích 
pevnin v jezerních pánvích, říčních deltách a níţe poloţených územích, kdy velkou část těchto 
míst pokrývaly baţiny, mělká bahnitá moře a jezera. Příkladem toho vývoje je vznik lignitu 
ve Vídeňské pánvi, která v období druhohor byla sladkovodním rezervoárem této oblasti. 
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 Časté mohutné sráţky zvyšovaly hladiny jezer a řek, a tím porosty rostlin ničily. 
Z trouchnivějících zbytků pak vyrůstaly nové rostliny. Nahromadění organického materiálu 
na jednom místě vedlo postupně ke vzniku loţisek lignitu. Zbytky rostlin se horotvornými 
procesy nebo vlivem povětrnostních podmínek dostaly pod nové vrstvy hornin nebo pod 
jemný sediment na dně jezer, který bránil přístupu vzduchu. Tyto procesy se děly náhle a to 
díky nejrůznějším geologickým procesům. Svědčí o tom skutečnost, ţe přechody mezi 
takovým místem a okolní pevninou jsou většinou velmi ostré.  
 Bez kyslíku se organický materiál dál rozkládal působením tlaku horních vrstev 
a vznikajícím teplem. Současně se zmenšoval objem tlející hmoty a začal převaţovat uhlík. 
Tlející hmota se zpočátku podobala rašelině a postupně se dostávala do větších hloubek. Díky 
zvyšujícímu se tlaku a teplotě z ní byla vytěsňována voda a jiné látky, zatímco obsah uhlíku 
rostl. Tento proces karbonizace trval miliony let.  
 
 
 
Obr. 3: Lignit  – hemifázní semidetrický typ 
 
 Pokud by byl při procesu přítomen kyslík, organický materiál by byl rozloţen hnilobnými 
procesy pomocí bakterií a hub (Basidiomycetes), a tak by nemohlo dojít ke karbonizaci. Na 
délce působení tlaku a teploty závisí kvalita uhlí. Při kratší době a niţším tlaku a teplotě (150–
200 °C) vznikala rašelina. Působením času a většího tlaku se organický materiál měnil na 
hnědé uhlí. Loţiska hnědého uhlí v České republice pocházejí z třetihor [8]. 
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2.3 Vznik huminových látek 
 V minulém století byl výzkum původu HL velmi populární oblastí. Oproti tomu není 
dodnes znám přesný mechanismus vzniku HL, přesto byly vypracovány tři hlavní teorie 
vzniku HL. 
 První byla teorie, ţe HL byly odvozené od lignifikovaných pletiv rostlinných zbytků. 
Druhá teorie upřednostňovala mechanismus zahrnující chinony a třetí teorie podporovala 
vznik HL z jednoduchých cukrů, přičemţ v této poslední teorii měly probíhat reakce mezi 
redukujícími cukry a aminokyselinami za vzniku hnědých dusík obsahujících polymerů, 
známé jako Maillardovy reakce [3], [4]. 
2.3.1 Ligninová teorie 
 Mnoho let se předpokládalo, ţe HL jsou odvozeny od ligninu. Lignin se hromadí 
ve zbytcích rostlinného materiálu, kde je degradován mikroorganismy (plísně, aktinomycety, 
bakterie). Tento organický materiál je začleněn do humifikované hmoty v půdě, kde 
za postupné ztráty methoxylových skupin (–OCH3), která je spojena s tvorbou  
o-hydroxyfenolů a oxidací alifatických postranních řetězců za vzniku karboxylových skupin  
(–COOH), vznikají obměněné části ligninu. Předpokládá se, ţe lignin při oxidaci reaguje 
s amoniakem za vzniku kondenzačních produktů. Při tomto procesu se dusík stává součástí 
cyklických forem. Dalšími reakcemi nejdřív vznikají vysokomolekulární HU, poté HK 
a nakonec FK [3]. 
 
 
 
Obr. 4: Schéma ligninové teorie 
2.3.2 Polyfenolová teorie 
 Polyfenolová teorie patří mezi nejuznávanější teorie vzniku HL. Lignin zde hraje stále 
důleţitou roli, ale rozdílným způsobem. Polyfenolová teorie popisuje dva způsoby vzniku 
huminových látek. 
Lignin
Stavební jednotky 
ligninu
Další vyuţití 
mikroorganismy
Residua
Huminová kyselina
Fulvinová kyselina
Fragmentace na menší 
molekuly
Ztráta methoxylu, oxidace a 
kondenzace s dusíkatými 
sloučeninami
Činnost
mikroorganismů
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 Nejprve jsou rostlinné tkáně degradovány na základní strukturní jednotky (aromatické 
karboxylové kyseliny, fenoly atd.). Při tomto procesu zanikají vazby mezi ligninem 
a celulózou.  
 U prvního způsobu hraje lignin důleţitou roli. Z ligninu jsou uvolněny fenolické jednotky 
a kyseliny, které jsou enzymaticky přeměny mikroorganismy na chinony pomocí enzymu 
polyfenoloxidáza. Chinony dále polymerují na makromolekuly huminové povahy. Nejprve 
vznikají FK, poté HK a nakonec HU. 
 Druhý způsob je podobný prvnímu, avšak polyfenoly jsou syntetizovány z jiných zdrojů 
uhlíku (celulóza), neţ ligninnových [3]. 
 
Obr. 5: Schéma polyfenolové teorie 
 
2.3.3 Kondenzace sacharidů s aminy 
 První studie o HL ukázaly, ţe HL mohou vznikat z jednotlivých sacharidových jednotek. 
Polysacharidy a proteiny jsou mikroorganismy štěpeny na velké mnoţství monosacharidů 
a aminosloučenin. Redukující cukry s aminy poté neenzymaticky polymerizují na hnědé 
dusíkaté polymery, které jsou podobné huminovým látkám. Tato teorie vysvětluje vznik 
huminových látek tam, kde nepřevládá lignin a degradace ligninu [3]. 
2.4 Struktura huminových látek 
 Absolutní molekulární struktura HL je velmi diskutabilní, protoţe se jedná o heterogenní 
směs, jejíţ sloţení závisí na zdroji, metodách extrakce a dalších parametrech. Naměřené 
vlastnosti jsou tedy spíše komplexem vlastností definujících daný systém. 
 Nejrozšířenější a donedávna akceptovanou teorií je představa, ţe HL představují 
vysokomolekulární a značně heterogenní směs s molekulovou hmotností aţ stovek tisíc 
Lignin
Fenolové aldehydy a 
kyseliny
Činnost 
mikroorganismů
Celulóza a další 
neligninové látky 
Vyuţití mikroorganismy
Polyfenoly
Chinony
Huminové 
kyseliny
Fulvinové 
kyseliny
Aminosloučeniny
Enzymy 
fenoloxidázy
Další vyuţití 
mikroorganismy a oxidace 
na oxid uhličity
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Daltonů. HL představují náhodně stočené polymery, kde hlavním faktorem řídící 
molekulovou konformaci tohoto biopolymeru je pH a iontová síla systému. Při vysokých 
koncentracích, nízkých hodnotách pH a vysokých iontových silách zaujímají globulární 
konformaci, zatímco při neutrálním pH, slabých iontových silách a niţších koncentrací se 
chovají jako flexibilní lineární koloidy [6], [7]. 
 Nicméně, nedávné výsledky ze spektrometrických, mikroskopických a měkkých 
ionizačních technik nejsou v souladu s polymerním modelem HL. Nová koncepce HL, 
předpokládá, ţe HL tvoří supramolekulární strukturu, která je sloţena z mnoha relativně 
malých a chemicky různorodých organických molekul tvořících shluky udrţované 
vodíkovými můstky a hydrofobními interakcemi. Důsledkem tohoto modelu je představa 
micelární struktury. To znamená, ţe se organické molekuly ve vodném roztoku uspořádají 
tak, aby hydrofilní části byly na povrchu vzniklé micely a odloučily tak molekuly vody 
od hydrofobních částí, které jsou v jádře micely [11].  
 Přestoţe polymerní charakter HL nebyl dosud jednoznačně dokázán, je tato představa 
dosud nejčastěji akceptována.  
Na HL se můţeme dívat jako na supramolekuly, které jsou tvořeny aromatickými 
fragmenty ligninu, polypeptidy, ionty kovů, alifatickými sloučeninami a polysacharidy.  
Supramolekuly HL jsou rovněţ tvořeny menšími heterogenními molekulami, které se 
seskupují do mobilních agregátů hydrofilního charakteru [6]. 
2.4.1 Polymerní model 
 Dříve byl předpoklad, ţe HL tvoří makromolekulární polymery jako jiné biologické 
přírodní makromolekuly např. proteiny, polysacharidy apod. Tento názor byl zaloţen na dvou 
teoriích vzniku HL, a to ligninové a polyfenolové. Podle těchto teorií probíhá progresivní 
polymerace HL prostřednictvím kovalentních vazeb a často je zprostředkována půdními 
enzymy. Tento předpoklad vzbuzoval ve vědecké komunitě dojem, ţe HL jsou 
makromolekulární polymery, které mají základní monomerní jednotku a postupně se tvoří 
vysokomolekulární polymery náhodnými kondenzacemi a oxidačními procesy. Struktura 
polymerů se měnila v závislosti na získaných experimentálních datech z různých fyzikálně 
chemických metod. V hypotetickém modelu tvorby HL se náhodně tvořily velké 
polydisperzní huminové makromolekuly polymerizací z monomerů. Polymerní řetězec mohl 
být lineární nebo rozvětvený, a to dávalo vysvětlení pro odolnost vůči mikrobiální degradaci 
těchto látek [7]. 
2.4.2 Supramolekulární model 
 Studie o molekulárních agregátech a supramolekulární struktuře naznačují, ţe HL se 
skládají z relativně malých molekul amfifilního charakteru, díky kterému vytváří molekulární 
agregáty nebo supramolekulární sdruţení v roztoku. Tato teorie je především zaloţena na 
amfifilním charakteru HL a předpokládá místně oddělené oblasti lišící se polaritou v rámci 
jedné molekulární oblasti [9]. 
 Wershaw byl první, kdo předpokládal jiný popis pro makromolekulární HL. Jeho návrhy 
byly zaloţeny na méně přímých měřeních, které nemohly vysvětlit podstatu 
polymerníhomodelu, podle kterého se molekuly stáčejí do náhodných klubek. Předpokládal, 
ţe HL v roztoku tvoří smíšené agregáty amfifilních molekul degradačních produktů rostlin 
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a lignin-sacharidových komplexů. Podle jeho názoru jsou huminové agregáty drţeny 
pohromadě slabými interakcemi jako jsou vodíkové můstky a hydrofobní interakce. Poté 
navrhuje, ţe huminové agregáty jsou jako micely, které jsou sloţeny z hydrofobního tekutého 
jádra a vysoce nabité části molekuly jsou umístěny okolo jádra. Tímto modelem pak bylo 
moţné vysvětlit různá zjištění uvedená v literatuře. 
 Chování HL a jejich reakce s jinými chemikáliemi, které byly vysvětleny na základě 
stáčení molekul do struktury polymerních klubek, mohou být vysvětleny i pomocí 
supramolekulárního modelu, kde se malé molekuly spojují do větších agregátů. Zjištění 
Conteho a Piccola ukázaly, ţe chování HL jak při vysokotlaké i nízkotlaké chromatografii je 
v souladu se supramolekulárním modelem. A vyvrací tvrzení, ţe HL se skládají 
z makromolekulárních polymerů. Podle jejich názoru není polydisperzita HL způsobena 
náhodnými změnami vysoké molekulové hmotnosti při enzymově aktivované polymerizaci 
malých molekul, ale spíše vlastní skládaní různých malých molekul do supramolekulární 
struktury různých velikostí. Huminové supramolekulární sdruţení jsou dočasně stabilizovány 
ve vodných roztocích slabými silami, jako jsou vodíkové vazby a van der Waalsovy síly 
v závislosti na hodnotě pH roztoku a na hydrofobním charakteru huminových sloţek. Podle 
studie Simpsona a kol., kteří prováděli studii HL pomocí NMR, mají hlavní sloţky HL 
relativně nízkou molekulovou hmotnost (<2000 Da) a sdruţují se v přítomnosti kovů 
za vzniku agregátu [17].  
 
  
 
Obr. 6: Porovnání polymerního a supramolekulárního modelu 
Vlevo: Znázornění tradičního pojetí huminových látek jako náhodně stočené makromolekuly. 
Vpravo: Znázornění nového pojetí HL: červené kuličky představují kovové kationty, černé 
jednotky polysacharidy, modré jednotky polypeptidy, zelené jednotky alifatické řetězce 
a hnědé jednotky aromatické ligninové fragmenty. Avšak tato koncepce by měla být 
považována pouze jako příklad huminových agregátů. 
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2.5 Vyuţití huminových látek 
2.5.1 Agronomie 
 HL hrají důleţitou roli v zemědělství. Výrazně ovlivňují kvalitu a úrodnost půdy. Kromě 
zlepšení půdních fyzikálních vlastností a vlhkostních podmínek HL také vykazují vysokou 
výměnnou kapacitu, která je důleţitá pro půdní úrodnost.  
 V současné době se HL pouţívají jako aditiva v hnojivech. Různé soli HL, jako humát 
vápenatý, byly pouţity pro zvýšení úrodnosti. Byl popsán také vliv hnojení sodným humátem 
na listy rostlin. Amonný humát má stimulující vliv na růst rostlin. Charakteristika HK 
získaných z různých kompostů byla rovněţ studována. Růst podporující účinky HK byly 
pozorovány v mnoha studiích, a proto jsou humáty součástí mnoha různých preparátů na 
podporu růstu rostlin. Další role HL spočívá v posílení kvality půd, které jsou velmi chudé na 
organickou hmotu. Nedávný výzkum ukazuje, ţe HL mohou být pouţity jako krmivo 
hospodářských zvířat, a to díky účinku podporujícímu růst [10]. 
2.5.2 Průmysl 
 HK byly pouţity ve velkém měřítku ve stavebnictví, například jako aditiva pro řízení 
rychlosti tuhnutí betonu. HL našly pouţití také při vyčiňování kůţe, kde z počátku byly 
pouţívány jako barvivo na kůţe, později jako sloţka roztoku pro činění kůţe. Dřevozpracující 
průmysl je další oblast, kde byly pouţity HL jako barvivo. V keramickém průmyslu, byly 
pouţity především jako přísady pro zvýšení mechanické pevnosti nezpracované keramiky, pro 
zlepšení obecných vlastností keramiky, k barvení keramických dlaţdic, a při přípravě 
kameniny. Kromě toho HL našly uplatnění při výrobě plastů, a to zejména jako barviva, 
tvrdila a změkčovadla. HL nalezly četné aplikace v papírenském průmyslu [14]. 
2.5.3 Medicína 
 HL se vyuţívají ve veterinární i humánní medicíně. Hlavním důvodem pro rostoucí 
pozornost věnovanou HL lze vysvětlit v jejich antivirové, profibrinolytické, protizánětlivé 
a estrogenní aktivitě.  
 HL ve vodních systémech a sedimentech jsou úzce spojeny s účinností hydroterapie 
a balneoterapie. Peloidy představují jeden z nejdůleţitějších léčivých přírodních zdrojů. 
Dělíme je podle obsahu HL na rašeliny a slatiny, slatinné zeminy a bahna. Přitom v rašelinách 
a slatinách je obsah HL nejvyšší, v bahnech nejniţší. U člověka i niţších organismů jsou 
pozorovány příznivé, zdraví prospěšné účinky HL. Vlastní léčebné účinky peloidů jsou 
připisovány termickým účinkům, dále jejich fyzikálně chemické aktivitě a zejména přímým 
účinkům HL. Kromě nejčastější zevní cesty, v koupelích a obkladech, se pouţívají 
i perorálně. Chronická onemocnění pohybového systému patří mezi klasické indikace 
balneoterapie, protoţe HL příznivě působí na klouby, chrupavky, kloubní pouzdra a šlachy. 
Na příznivém účinku HL u onemocnění pohybového aparátu se s nejvyšší pravděpodobností 
podílejí i jejich protizánětlivé účinky. 
 HL působí protizánětlivě zejména zásahem do cyklu kyseliny arachidonové. Sniţují 
aktivitu lipooxygenázy a tím ovlivňují tvorbu a přítomnost leukotrienů, thromboxanů 
a prostaglandinů. U pacientů s osteoartrózou jsou dokumentovány přímé vlivy na mediátory 
zánětu, ve smyslu sníţení hladin cytokinů. Protizánětlivý a biostimulační účinek, známý 
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doposud zejména u rostlin, se uplatňuje i při hojení ran. Příznivé účinky na kůţi a koţní 
deriváty jsou připisovány fytoestrogennímu potenciálu těchto substancí. Význam tohoto jevu 
je jak medicínský, tak kosmetologický. 
 HL zasahují do hemokoagulace u savců dvěma hlavními mechanismy. Podílejí se na 
odbourávání vznikajícího fibrinu aktivací tkáňového aktivátoru plasminogenu. Důsledkem je 
pozvolné odbourávání přítomného fibrinu na fibrodegradační produkty. Zřejmě stejně 
důleţitým je i druhý mechanismus, a to přímý vliv na koncentraci trombinu, který se vlivem 
HL sniţuje. Tento jev je prokázán jak s přirozeně se vyskytujícími, tak s purifikovanými HL.  
 Antibakteriální a antivirové vlastnosti HL představují novou moţnost pro jejich 
medicínské uplatnění. Preinkubace buněčných kultur s humátem amonným zabránilo infekci 
virem herpes. Antivirový efekt je pozorován v širokém spektru virů, od relativně málo 
nebezpečných původců infekcí jako je Herpes labialis, přes respirační viry, jako jsou virus 
parainfluenzy, respirační syncitiální virus a virusy chřipkové. Velmi zajímavé je, ţe klinické 
studie ukazují, ţe těţké virové respirační onemocnění běţné u dětí lze snadno vyléčit stravou 
obohacenou o FK, která obsahuje některá deposita z pradávných rostlin. Mnohé lékařské 
studie ukazují, ţe HL, především FK, mají schopnost profylaxe před rakovinou 
a souvisejícími rakovinotvornými viry. Studie často ukazují zvrácení smrtelné rakoviny 
a nádorů pomocí speciální huminové terapie. 
 Byla studována moţnost zabudování extraktu půdního humusu do komplexů aminokyselin 
a analogů vitaminů B jako základ do kosmetických a farmaceutických výrobků. Potenciál HL 
tvořit chelátové komplexy s těţkými kovy (jako je kadmium), by mohly být pouţity pro 
odstranění těţkých kovů z ţivých organismů. Bylo zjištěno, ţe HK podávané profylakticky 
u potkanů významně sníţily ţaludeční poškození, které bylo vyvoláno ethanolem. 
 Na druhou stranu, HK se ukázaly jako toxický faktor pro mnoho savčích buněk, ale 
specifický mechanismus jejich cytotoxicity zůstává nejasný. HK by musely být schopné 
redukce ţeleza v oxidačním stupni tři na dva, a to v různých rozmezích pH (4,0–9,0), sniţovat 
a uvolňovat ţelezo z feritinu, ale tento proces je částečně inhibován superoxidy. Uvolněné 
ţelezo zvyšuje peroxidaci lipidů, proto HK spolu s uvolněným ţelezem mohou narušit 
redoxní rovnováhu a tím vyvolávat oxidační stres v biologickém systému [10], [14]. 
2.6 Izolace huminových látek 
 Byly vyvinuty uţitečné instrumentální techniky, které vyuţívají metody adsorpční 
chromatografie, po které následuje gelová chromatografie, iontovýměnná chromatografie 
a nakonec lyofilizace k získání HL s nízkým obsahem popela. 
 Vzhledem k tomu, ţe koncentrace HL ve vodě jen zřídka přesahuje 5 mg∙dm−3 
rozpuštěného organického uhlíku (DOC), tak velmi velké objemy vody musí být zpracovány 
tak, aby se dosáhlo výtěţku HL v mnoţství gramů. Ačkoli byly HL izolovány z vody mnoha 
metodami počínaje precipitací, ultrafiltrací, extrakcí rozpouštědlem a lyofilizací. Dříve nebyly 
jednoduché analytické techniky pro izolaci a zkoncentrování HL z velkých objemů, aţ do 
nedávného vývoje makroporézních pryskyřic pro adsorpční chromatografii. Od vývoje těchto 
pryskyřic byla důkladně zkoumána jejich uţitečnost v adsorpční chromatografii. Metody 
adsorpce na pryskyřici pro izolaci HL z vody jsou lepší neţ výše uvedené techniky, protoţe 
nepotřebují organická rozpouštědla k preparaci, ale izolují HL přímo z vody, díky tomu jsou 
jednoduché a rychlé, dokáţou oddělit HL od anorganických látek ve vodě. Nevýhodou této 
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metody je, ţe organické látky se mohou začlenit do struktury pryskyřice, a ta proto musí být 
důkladně přečištěna. 
 Při čištění pryskyřice XAD–8 musí být pryskyřice zalita 0,1 mol∙dm−3 NaOH, kde bude 
ponechána dekantaci po dobu pěti dní, přičemţ kaţdý den se musí roztok NaOH měnit. Při 
tomto čištění obsah rozpuštěného organického uhlíku exponenciálně klesá. Dále je pryskyřice 
extrahována pomocí extrakce dle Soxhleta po dobu 24 hodin methanolem, diethyletherem, 
acetonitrilem a nakonec se uchovává s methanolem. Před pouţitím je pryskyřice propláchnuta 
několikrát destilovanou vodou, aby byla zbavena zbytků uhlíku z methanolu. A nakonec je 
střídavě proplachována 0,1 mol∙dm−3 NaOH a 0,1 mol∙dm−3 HCl z důvodů odstranění 
nečistot, které by mohly být zaneseny do vzorku.  
 Podle koncentrace a poţadovaného obsahu HL se zvolí objem vody určené k izolaci HL. 
Vzorek je poté filtrován přes membránu s 0,45 μm póry, aby byly odstraněny nerozpuštěné 
látky. Po filtraci je pH vzorku sníţeno na hodnotu dva koncentrovaným roztokem HCl a poté 
je přilit k pryskyřici. Hydrofobní kyseliny adsorbované na pryskyřici jsou eluovány pomocí 
0,1 mol∙dm−3 NaOH. Eluát je poté purifikován a zkoncentrován pomocí dialýzy. Nakonec je 
vzorek lyofilizován [5]. 
2.7 UV-VIS spektrofotometrie 
 Při UV-VIS spektrofotometrii dochází k absorpci elektromagnetického záření molekulami 
HL. Molekuly jsou v základní elektronové i vibrační hladině, ale při absorpci fotonu přechází 
molekula do excitovaného stavu s vyšší energií. Molekula zůstává v excitovaném stavu asi 
10
−9
 sekund, potom nezářivými deexcitačními přechody dostává do základního stavu. 
 Podstatou metody je měření absorpce ultrafialového a viditelného záření (cca 200–900 nm) 
zředěnými roztoky. Při měření ultrafialové oblasti se vyuţívá křemenných kyvet, protoţe jsou 
schopny propouštět UV záření na rozdíl od plastových nebo skleněných kyvet [26]. 
 Transmitance:  
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(1) 
kde Φ0 je intenzita záření dopadající na vzorek a Φ je intenzita záření prošlého. 
 Vztah mezi absorbancí a transmitancí:  
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 Lambert-Beerův zákon:  
 
 lcA   , 
 
(4) 
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kde ελ je extinkční koeficient, c je koncentrace analyzované látky, l je tloušťka absorpční 
vrstvy (kyvety). 
2.8 Infračervená spektrometrie 
 Infračervená spektroskopie patří do skupiny nedestruktivních analytických metod, kdy 
vzorek není analýzou nijak poškozen.  
 Infračervenou spektroskopií lze určit funkční skupiny a jednoduché strukturní jednotky. 
Výhodu infračervené spektroskopie je, ţe k měření mohou být vyuţity kapalné, pevné 
i plynné vzorky. Při měření pevných látek se vyuţívá měření KBr tablet, kdy se malé 
mnoţství vzorku (1–10 mg) rozetře a dokonale homogenizuje s 300–400 mg KBr. Pak se při 
tlaku přibliţně 200 kPa vylisuje tableta. U takto vytvořené tablety dochází jen k minimálním 
ztrátám intenzity záření způsobené odrazem při průchodu infračerveného záření, protoţe je 
vytvořená tzv. sklovitá modifikace KBr. Infračervenou spektroskopií mohou být odhadnuty 
jednotlivá zastoupení funkčních skupin v molekule organické látky, a to porovnáním 
s knihovnou spekter [27]. 
2.9 Lyofilizace 
 Lyofilizace, jinak sušení mrazem, se vyuţívá k šetrnému sušení a současně můţe dojít ke 
zvýšení stability produktu. Roztok se zmrazí v lyofilizačních baňkách a poté se připojí 
k přístroji zvanému lyofilizátor, kde je nízký tlak i teplota. Nakonec zůstane vysušený 
produkt, který se můţe skladovat dlouhou dobu, protoţe nedochází k fyzikálním či 
chemickým změnám. 
 Metodu lze rozlišit do tří fází a to zmrazení, první sušení a druhé sušení. V první fázi se 
roztok zmrazí pod eutektický bod, aby nedocházelo k neţádoucímu tání materiálu. Následuje 
fáze prvního sušení, která probíhá za velmi nízkého tlaku, přibliţně desetiny Pascalů, aby 
nedocházelo k tání vzorku. Tahle fáze je časově nejnáročnější. Poté následuje fáze druhého 
sušení, při které je odstraněna voda, která je materiálem absorbována, protoţe ji nelze 
odstranit v předchozí fázi. V této fázi dochází k dalšímu zvýšení teploty vzorku a někdy 
i sníţení tlaku [28]. 
2.10 Současný stav řešené problematiky 
2.10.1 UV-VIS spektrofotometrie 
 Obecně platí, ţe chromofory přítomné v HL, zodpovědné za absorpci v UV oblasti jsou 
aromatické kruhy, které jsou různě substituované, s různými typy funkčních skupin, včetně 
karboxylových, fenolických OH a alifatických skupin. 
 Analogií k benzenu můţeme absorpční UV spektrum rozdělit na tři části. První oblast se 
pohybuje kolem 190 nm nebo méně a nazývá se lokální excitační pásmo, druhá oblast se 
nachází mezi 190 a 240 nm se nazývá jako pásmo benzenoidních struktur a třetí oblast 
nazvaná jako pásmo substituentů přenosu náboje se nachází při 240–250 nm a vyšších 
vlnových délkách. A proto byl podle UV-VIS spekter HL a DOM (rozpuštěná organická 
hmota) zaveden absorpční koeficient EET/EBZ. Vychází z absorbance při 253 nm (odpovídá 
pásmu substituentů náboje) a absorbance při 203 nm (odpovídá pásmu benzenoidních 
struktur). Avšak hodnota absorbance při 203 nm můţe být ovlivněna přítomností dusičnanů. 
A proto byly Korshinem a kol. definovány další absorpční koeficienty E253/E220 (A253/A220) 
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a E253/E230 (A253/A230), které nejsou ovlivněny dusičnany a zároveň jsou v dobré korelaci 
s EET/EBZ. Poměrem absorbancí mezi pásmem substituentů náboje a pásmem benzenoidních 
struktur nám dává informaci o typu substituce a o stupni substituce na aromatických 
chromoforech. Protoţe absorbance při 253 nm je citlivá k výskytu polárních funkčních skupin 
(–OH, –COOH, –C=O a –O–) [12],[30]. 
 Navíc absorpční koeficient E4/E6 (A465/A665) nám charakterizuje HL a je nazván jako 
humifikační index. Obvykle je tento poměr citlivější pro HK, kde dosahuje hodnot 6–14. 
Ovšem pro roztoky, které jsou velmi zředěné nebo obsahují málo HL zejména FK byl 
zaveden absorpční koeficient E2/E4 (A265/A465), protoţe absorbance při 665 nm je v takovýchto 
případech velmi nízká. Dále poměrem absorbancí při 600 nm a 280 nm můţe být určeno, zda 
se jedná o nehumifikovaný, částečně humifikovaný nebo plně humifikovaný materiál, ale zde 
také platí, ţe tento poměr můţe být zatíţen značnou chybou [16], [29]. 
 Bylo zjištěno, ţe humifikace souvisí se stoupajícím aromatickým charakterem molekul. To 
můţe souviset s  přítomností aromatických kruhů či kondenzovaných polyaromatických 
struktur. Dále se zjistilo, ţe se humifikace můţe odrazit ve stupni substituce aromatických 
kruhů polárními funkčními skupinami, a také ve zvýšené konjugaci v alifatických řetězcích 
[13].  
 Peuravuori a kol. předpokládají dobrou korelaci mezi absorpčním koeficientem E2/E3, 
který vychází z poměru absorbancí při 250 a 365 nm, a molekulovou hmotností HL či 
aromaticitou. Vztah mezi aromaticitou  a absorpčním koeficientem E2/E3 pro izolované 
huminové frakce je: 
 
  32 /780,6509,52 EEaaromaticit  . 
 
(5) 
Platí, ţe se zvyšující se hodnotou absorpčního koeficientu E2/E3 klesá aromaticita 
a molekulová hmotnost HL [31]. 
 Kumada a kol. rozdělil HK na tři typy: A, B a Rp podle Δlog K, který je dán rovnicí: 
 
 600400 logloglog KKK  , 
 
(6) 
kde K600 (K400) je absorbance při 600 nm (400 nm). 
 Typ A zastupuje HK s vysokým stupněm humifikace. HK v tohoto typu vykazují 
vysokou stabilitu vůči mineralizaci, mají vysokou molekulovou hmotnost a vysoký 
stupeň kondenzace aromatických jader. Hodnoty Δlog K jsou menší neţ 0,60. 
 Typ B zahrnuje HK, které mají niţší molekulovou hmotnost a niţší stupeň humifikace. 
Hodnoty Δlog K jsou v rozmezí 0,60–0,80. 
 Typ Rp tvoří skupinu HK, které mají ještě niţší molekulovou hmotnost neţ předchozí 
skupina a vysoký obsah alifatických funkčních skupin (–CH3, –CH2– a –CH=). 
Hodnoty Δlog K jsou vyšší neţ 0,80. 
Δlog K vypovídá o stupni humifikace a můţe být pouţit pro porovnání s humifikačním 
indexem [32]. 
 Někteří autoři povaţovali UV-VIS spektrum HL za málo uţitečné vzhledem k jeho 
nevýraznému charakteru, avšak řada studií ukazuje, ţe analýza těchto spekter můţe 
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poskytovat velmi zajímavé informace o struktuře HL, které mohou doplňovat informace 
získané pomocí jiných analytických metod [13]. 
 Fuentesová a kol. studovali stupeň humifikace u různých organických extraktů získaných 
z rozdílných zdrojů. Studie byla zaměřena na tři skupiny:  
 HL vybrané HK a FK získané z různých zdrojů, včetně standardů 
 HL extrahované z kompostovaných materiálů 
 HL extrahované ze vstupních organických materiálů pouţitých při jiných 
kompostovacích postupech.  
I při různém původu HL byla UV spektra kvalitativně vzájemně podobná, se zaměřením na 
EET/EBZ. Tyto výsledky ukazují, ţe částečně substituované aromatické struktury by mohly být 
hlavní komponenty, které jsou zodpovědné za absorpci v této části spektra. Dále bylo zjištěno, 
ţe HL z izolované z různých přírodních matric mají vyšší poměr EET/EBZ neţ HL 
z kompostované organické hmoty. Toto také nasvědčuje tomu, ţe na aromatické struktuře 
těchto HL je navázáno více funkčních skupin, které obsahují kyslík. To nasvědčuje tomu, ţe 
humifikace můţe být spjata s přítomností více substituovaných aromatických kruhů 
v molekule. Avšak připouští, ţe toto tvrzení by mělo být podloţeno další analýzou, např. 
nukleární magnetickou rezonancí 13C. Tento tým nezjistil ţádné jasné vztahy mezi humifikací 
a poměrem E4/E6. Poměr E4/E6 se zvyšuje u humifikace v případě extraktů z kompostovaných 
materiálů, ale klesá u vybraných HL a standardů HL v průběhu zvyšující se humifikace. Tyto 
výsledky však mohou souviset se změnou molekulární hmotnosti různých organických 
extraktů. Chen a kol. předpokládají tuto změnu, ale nezjistili souvislost mezi molekulární 
hmotností a humifikací. Proto předpokládají, ţe proces kompostování můţe být spojen 
s fragmentací základních struktur. Z UV-VIS spekter v této studii bylo konstatováno, ţe 
humifikované organické materiály jsou spojeny se zvýšením aromatických struktur, které jsou 
substituované polárními skupinami jako jsou fenolické a karboxylové skupiny [12]. 
 Hautala a kol. studovali změnu absorbance při různých hodnotách pH. Podle Chen a kol. se 
absorbance zvyšuje s pH, aromaticitou, obsahem uhlíku a molekulární hmotností. Pro tuto 
studii byly vybrány vlnové délky 410, 450 a 465 nm, protoţe tyto vlnové délky souvisí 
s absorpčními koeficienty pro HL. Kratší vlnové délky neţ 410 nm nebyly vybrány, protoţe 
obecně se zvyšuje absorpce HL se sniţující vlnovou délkou. Zároveň studovali rozdíly mezi 
vzorky, které obsahovaly přírodní organické látky a vzorky, které neobsahovaly přírodní 
organické látky. Zjistili, ţe úpravy vzorku před měřením, jako je ředění a protřepání, mají vliv 
na výsledné hodnoty absorpčních koeficientů. Také molární extinční koeficient nezůstával 
stejný, protoţe na něj mělo také vliv ředění vzorků. Koncentrace a protřepávání vzorků 
ukázalo, ţe tyto úpravy mají znatelný vliv na distribuci velikosti molekul rozpuštěných látek. 
Na druhou stranu srovnáním výsledků při pH 4,4 a pH 7 bylo zjištěno, ţe poměr E2/E3 byl 
vyšší u pH 4,4 hlavně u HK, a to vypovídá o vzniku agregátů HK. Vysvětlením těchto 
výsledků by mohla být struktura HL, která se mění s iontovou silou a kyselostí roztoku. 
Rozpuštěné HK při kyselém pH se chovají jako pevné sférické koloidy zatímco při vyšším pH 
připomínají lineární koloidy [15]. 
 Chen a kol. testovali vodu z rybníku v Georgetownu. O přírodní organické hmotě (dále jen 
"NOM") je známo, ţe je to systém s velmi sloţitou strukturou, která má různé funkční 
skupiny. V této studii je roztok NOM rozdělen na různé frakce. První je frakce bohatá na 
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polyfenoly (dále jen "NOM-PP") a druhá je bohatá na sacharidy (dále jen "NOM-CH"). Aby 
bylo moţné u těchto frakcí lépe charakterizovat chemické a strukturní vlastnosti, jsou 
výsledky porovnávány se standardem huminové kyseliny (dále jen "SHA"). Obecně u všech 
tří frakcí klesala absorpce se zvyšující se vlnovou délkou. Ačkoli se spektra těchto frakcí zdají 
být široká a nevýrazná, bez známek maxima nebo minima, intenzita absorpce se výrazně lišila 
u jednotlivých frakcí. Jejich relativní pořadí intenzity je SHA>NOM-PP>NOM-CH. Frakce 
NOM-CH vykazovala třikrát niţší absorpci v ultrafialové oblasti spektra neţ frakce NOM-PP 
a SHA. Toto pozorování naznačuje, ţe jak SHA tak NOM-PP obsahují poměrně vysoké 
mnoţství aromatických nebo polyfenolických sloučenin v porovnaní s NOM-CH. Relativní 
pořadí hodnot absorpčního koeficientu E465/E665 bylo NOM-CH (>100) > NOM-PP (8,6) > 
SHA (4,3). Tento poměr je závislý na koncentraci HL, ale je charakteristický pro rozdílné 
NOM frakce nebo pro HL z rozdílných zdrojů. Poměr E465/E665 je obvykle u HK menší neţ 
5,0 a u FK se pohybuje v rozmezí od 6,0 do 14,0. Podobně je tomu u poměrů E265/E465 NOM-
CH, NOM-PP a SHA frakcí, které byly vypočítány na hodnoty 228; 15,3 a 4,29 v uvedeném 
pořadí. Tato pozorování by mohla být vysvětlena skutečností, ţe UV-VIS absorpce NOM je 
ovlivněna relativním mnoţstvím aromatických struktur, ketonickými funkčními skupinami 
a autochromy jako C–OH a C–NH2. Ketonické funkční skupina sniţuje absorpci ve viditelné 
oblasti spektra. Elementární analýzy těchto NOM frakcí indikují, ţe NOM-CH a NOM-PP 
frakce obsahují vyšší mnoţství kyslíku, ale niţší mnoţství uhlíku neţ SHA frakce. Vysoké 
hodnoty absorbance v ultrafialové oblasti (<250 nm), zejména u SHA frakce, mohou mít 
za následek aromáty a ketonické funkční skupiny. Nicméně hodnota absorbance NOM-CH 
frakce byla při vyšší vlnové délce (>350 nm) téměř nulová, to znamená, ţe za absorpci v UV 
oblasti mohou ketonické funkční skupiny. Toto také vysvětlují vysoké hodnoty u poměru 
E465/E665 a E265/E465 [16]. 
2.10.2 FTIR spektrometrie 
 Bylo publikováno mnoho článků, které jsou klíčem k porozumění vztahů mezi strukturou 
a infračerveným spektrem HL. Tím bylo dosaţeno rozpoznání charakteristických tvarů pásů 
v rámci spektra, spolu s dalšími chemickými a fyzikálními údaji ze vzorku. V podstatě musí 
být sledováno více vlivů, neţ jen samotné spektrum. Termín frekvence se pouţívá pro pásy či 
píky, které jsou ve spektru a jednotkou je vlnočet (cm–1). Horní hranice bývá 4000 cm–1 
(podle konvence) a dolní obvykle okolo 400 cm–1 (záleţí na přístroji) při běţně pouţívaném 
bromidu draselném. 
 Proto se běţně setkáváme se zápisem od vyšších po niţší hodnoty frekvence. Infračervené 
spektrum je vytvořeno jako důsledek absorpce elektromagnetického záření na frekvencích, 
které korelují s vibracemi specifických chemických vazeb v molekule.  
 Základním poţadavkem pro infračervenou aktivitu je čistá změna dipólového momentu 
během vibrací molekuly nebo funkční skupiny. Skupiny frekvencí pomáhají charakterizovat 
sloučeninu a v kombinaci s pásy spojených frekvencí se vyuţívají k identifikaci konkrétní 
sloučeniny. Valenční vibrace vazeb nastává při vyšších frekvencích neţ deformační vibrace 
v souvislosti s energií. Příkladem můţe být soubor vibrací na C–H vazbách, pozorovaných 
ve spektrech uhlovodíků a prakticky všech organických sloučenin. Valenční vibrace C–H 
vazeb se vyskytují mezi 3000 a 2800 cm−1 pro nasycené alifatické uhlovodíky 
a k odpovídajícím jednoduchým deformačním vibracím dochází mezi 1500 a 1300 cm–1. Při 
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excitaci molekul z antisymetrických vibrací je potřeba více energie neţ při symetrických 
vibracích. Příkladem je pozorování C–H vazby alifatické sloučeniny, kde se antisymetrická 
vibrace C–H vazby methylových a methylenových skupin (2960 a 2930 cm–1) vyskytuje na 
mírně vyšší frekvenci neţ u symetrických vibrací (2875 a 2855 cm–1). Na spektrum má velký 
vliv statická nebo dynamická molekulární symetrie, dále také relativní elektronegativita, 
pořadí vazeb a relativní hmotnost zúčastněných atomů. Další funkční skupiny, které se naváţí 
na skelet sloučeniny, tvoří poté sloţitější sloučeninu. Tyto funkční skupiny mohou být přímo 
spojené se základními vibracemi funkčních skupin nebo nepřímo spojené s interakcí mezi 
funkčními skupinami nebo základním skeletem sloučeniny. Takové interakce mohou být 
nevhodné, protoţe mohou vést k drtivému narušení vzhledu spektra, příkladem je vodíkový 
můstek. V případě aromatických látek jsou vibrace a deformační vibrace C=C–C 
v aromatickém kruhu při vibracích molekuly velmi charakteristické. 
Nasycené alifatické a alicyklické sloučeniny 
 Při vibracích C–H skupin je vazba protahována, ty jsou nejvíce charakteristické pro 
methylovou a methylenou skupinu. Deformační vibrace vazeb vypovídají především 
o základní struktuře molekuly. Vibrace vazby C–H absorbuje pouze pod hranicí 3000 cm–1. 
Nenasycené sloučeniny 
 Všechny pásy pozorované v oblasti 3150–3000 cm–1 odpovídají téměř výlučně 
nenasyceným strukturám jako C=C–H nebo aromatickým kruhům.  
Aromatické sloučeniny 
 Přítomnost jednoho nebo více aromatických kruhů ve struktuře se dá obvykle snadno určit 
z vibrací C–H a vibrací C=C–C v aromatickém kruhu. K vibraci vazby C–H dochází nad 
frekvencí 3000 cm–1 a představuje typický soubor slabých aţ středně silných pásem, 
ve srovnání s alifatickou vazbou C–H. Struktura pásem je definována počtem a polohami  
C–H vazeb kolem kruhu a s tím souvisí vztah k povaze a mnoţství dalších substituentů na 
kruhu. Další významnou sadou pásů jsou vibrace aromatického kruhu kolem 1600 
a 1500 cm
−1
, které se objevují jako dvojice pásů a často jsou nějak rozděleny. Vzhled a poměr 
těchto pásů je silně závislý na poloze a povaze substituentů na kruhu. 
Hydroxy a etherové skupiny 
 Hydroxylová funkční skupina je pravděpodobně jednou z nejvíce dominantních 
a charakteristických skupin v infračerveném spektru HL. Ve většině chemických sloučenin 
hydroxylová skupina není izolována, protoţe tvoří vodíkové můstky s jinými hydroxylovými 
skupinami. Tyto hydroxylové skupiny mohou být v rámci jedné molekuly (intramolekulární 
vodíkové vazby) nebo s největší pravděpodobností existuje mezi sousedními molekulami 
(intermolekulární vodíkové vazby). Vliv vodíkové vazby způsobuje významné rozšíření píku 
v příslušné oblasti. Sníţení frekvence závisí na stupni a síle vodíkové vazby. Například 
u karboxylových kyselin, kde jsou vodíkové můstky velmi silné, tak tvoří dimerní strukturu, 
je pozorován velký posun k niţším frekvencím. U etherů je vodík v hydroxylové skupině 
nahrazen alifatickým řetězcem nebo aromatickým kruhem. Hlavním rozdílem je, ţe existují 
dvě etherové vazby na obou stranách kyslíku. Ethery mohou být buď jednoduché nebo 
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smíšené. Infračervené spektrum je velmi citlivé k těmto etherovým formám, a to zejména, 
kdyţ jsou smíšené alifatické nebo alifatické/aromatické.  
Karbonylová skupina 
 Absorpce C=O skupiny je nejvíce charakteristická skupina v celém spektru. V podstatě 
keton je povaţován za kořen sloučeniny, aldehyd je zvláštní případ, kdy karbonylová skupina 
je terminální, má pouze jeden substituent. Absorpce karbonylové skupiny je závislá na 
vlastnostech substituentů, které zase definují chemické a reaktivní vlastnosti karbonylové 
sloučeniny. Prostorové a strukturální faktory mohou být důleţité, zejména při napětí v kruhu, 
jako je tomu v případě laktonů (cyklické estery) a laktamů (cyklické amidy). Takţe čím je 
větší napětí v kruhu, tím je vyšší absorpční frekvence karbonylu. Konjugace vazeb hraje 
důleţitou roli, to zahrnuje zapojení aromatického kruhu nebo C=C vazby či jiné C=O 
skupiny. Je moţné pozorovat zvýšení frekvence karbonylové skupiny. Tento jev se vyuţívá 
pro rozlišení jednotlivých typů karbonylových sloučenin, při stanovení, zda je karbonylová 
skupina přímo nebo nepřímo vázaná na aromatický kruh. Frekvenční rozsahy pro různé typy 
karbonylových sloučenin se překrývají a samotná karbonylová skupina nedostačuje k určení 
funkční skupiny [18].  
 Infračervená spektroskopie je široce pouţívaná pro charakterizaci HL a můţe poskytnout 
cenné informace o strukturálních a funkčních vlastnostech molekul NOM. Ve studii Chena 
a kol. byly pozorovány relativní rozdíly intenzity některých specifických absorpčních pásů 
mezi jednotlivými frakcemi. Avšak dodává, ţe detailní výklad infračerveného spektra 
s ohledem na NOM strukturální vlastnosti je velmi obtíţný, protoţe dochází k výraznému 
překrývání jednotlivých absorpčních pásů v různých vibračních stavech různými funkčními 
skupinami. Hlavní absorpční pásy ve spektru byly přiděleny následovně: 2920 cm−1 (vibrace 
C–H), 1720 cm−1 (vibrace C=O v karboxylové skupině), 1620 cm−1 (vibrace aromatické C=C 
vazby a konjugované C=O vazby), 1400 cm−1 (symetrické vibrace COO–, deformační vibrace 
OH skupiny, vibrace C–O ve fenolických OH skupinách), 1200 cm−1 (vibrace C–O 
a deformační vibrace OH skupiny v COOH), a 1050 cm−1 (vibrace vazeb u sacharidové 
sloţky a u C–O v alkoholech). SHA frakce má očekávaně vyšší intenzitu infračervené 
absorpce a výraznější píky u 1620 cm−1 a 2929 cm−1 neţ NOM-PP a NOM-CH frakce. Tyto 
výsledky naznačují, ţe nejvíce aromatických kruhů, methylových a methylenových skupin je 
ve frakci SHA, následuje frakce NOM-PP a NOM-CH frakce, toto pořadí odpovídá i UV-VIS 
spektroskopické analýze. Ačkoli relativní intenzita absorpce při 1720 cm−1 pro NOM-CH 
frakci (ve srovnání s jinými absorpčními pásy této frakce) byla silnější neţ u NOM-PP a SHA 
frakce. Tyto výsledky potvrzují jejich dřívější pozorování, ţe NOM-CH frakce obsahuje 
nejvíce na kyslík bohatých funkčních skupin [16].  
 Ve studii Saimose a kol. analyzovali HK a FK z řeky Mornos a jezera Yliki. Intenzivní 
a široký pás při 1720 aţ 1700 cm−1 byl způsoben vibracemi karbonylové skupiny 
v karboxylových kyselinách. Pás u 1700–1650 cm−1 naznačuje přítomnost chinonů, jinak pás, 
který je charakteristický u FK můţe být zahrnutý v silnějším pásu karboxylových kyselin. 
Benzenové kruhy v aromatických sloučeninách za normálních podmínek absorbují při 1630–
1530 cm
−1, takţe vyšší intenzita u toho pásu naznačuje vyšší podíl aromátů ve všech HK. 
Intenzita v pásu 1465–1440 cm−1 indikuje přítomnost –CH3 a –CH2– alifatických skupin při 
antisymetrické deformační vibraci. Methylová symetrická deformace v alifatických 
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sloučeninách příleţí pásu 1380–1370 cm−1. Symetrické a antisymetrické vibrace vazeb 
v alifatických sloučeninách se objevují u pásu 2950–2850 cm−1, stejné pásy i kdyţ menší byly 
pozorovány u standardu. Spektra HK a FK naznačují přítomnost esterů a laktonů při 
antisymetrické vibraci karbonylových skupin u pásu 1840–1725 cm−1, další charakteristický 
absorpční pás se nachází u 1370–1150 cm−1. Pásy u 1120 aţ 1080 cm−1 naznačují vibraci C–O 
vazby a přítomnost sekundárních alkoholů [19], [24]. 
 Ve studii Santína a kol. byly studovány HL v půdě slaných močálů pod rostlinami Sítiny 
přímořské. Tyto HL jsou charakteristické nízkým stupněm humifikace, nízkým obsahem 
aromátů a vysokým obsahem polysacharidů a proteinů. Aby bylo moţné porovnat vliv na 
kvalitu organické hmoty byly vzorky odebírány ze tří různých míst: přírodní slaný močál, 
poldr osazený místní vegetací a pobřeţí laguny s nízkým vlivem přílivu a odlivu. Navíc 
jednotlivé vzorky byly odebírány jak z povrchu, kde je vliv vegetace nejvyšší, tak z hloubky, 
kde je vliv vegetace niţší. Velmi intenzivní pás se nacházel u 3400 cm−1, který odpovídá 
vibracím O–H a N–H. Ten byl intenzivnější u FK. U HK byl intenzivnější pás u 2930 
a 2850 cm
−1
 (antisymetrická a symetrická vibrace –CH2–), a také u 2960 cm
−1
 (antisymetrická 
vibrace –CH3). To indikuje vyšší obsah alifatického uhlíku u HK neţ u FK. Pás pro 
antisymetrickou vibraci COO
−
 byl pozorován u 1650 cm−1 pro HK. U FK tento pás překrývají 
vibrace amidové skupiny. Pás pro symetrickou vibraci COO−byl pozorován v rozmezí 1400–
1380 cm
−1.Ve všech spektrech byl detekován pás 1080–1030 cm−1, který byl přisouzen 
vibracím C–O v polysacharidech a také Si–O vibracím silikátových nečistot. Porovnáním 
spekter HL v různých prostředích bylo zjištěno, ţe HK z půdy laguny (povrchový odběr) 
obsahovaly největší mnoţství alifatického uhlíku. Naopak HK z půdy přírodního slaného 
močálu (povrchový odběr) obsahovaly nejmenší mnoţství alifatického uhlíku. Mezi 
hlubinnými odběry nebyl v tomto směru pozorován rozdíl. Sloţení FK bylo velmi podobné u 
všech tří stanovišť. V povrchových odběrech byl pozorován pouze niţší obsah polysacharidů 
v půdě laguny neţ v půdě poldru a močálu. U hlubinných odběrů byla spektra FK téměř 
identická [25].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Pouţité chemikálie 
 Kyselina sírová, koncentrovaná (ρ = 1,84 g∙cm−3) 
 Pentan-1-ol 
 Hydroxid sodný, w = 0,5 % 
 Dihydrát hydrogenfosforečnanu sodného 
 Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného 
 Peptone 
 Beef extract powder 
 Chlorid sodný 
 Agar powder 
 Bromid draselný 
 Mili-Q voda 
 FK Suwannee River – srovnávání s vzorky 
3.2 Přístroje a zařízení 
 UV-VIS spektrofotometr HITACHI U3900H  
 FTIR spektrofotometr Nicolet iS50 
 Lyofilizátor VirTis BenchTop K 
 Laminární box 
3.3 Postup izolace HL 
3.3.1 LyofilizaceHL 
 Do lyofilizační baňky bylo nalito přibliţně 200 cm3 vzorku a následně byl vzorek postupně 
zmraţen pomocí etanolové lázně zchlazené na −30 °C. Po vymraţení více baněk byly tyto 
baňky umístěny na lyofilizátor, kde byly ponechány do třetího dne při −105 °C a přibliţně 
<10 μbar do úplného vysušení. Vzniklý lyofilizát byl rozmělněn v achátové třecí misce na 
jemný prášek. 
3.3.2 Přečištění HL dialýzou 
 Byly odebrány 2 g z celkového mnoţství získaného lyofilizátu. Ten byl poté míchán na 
magnetické míchačce aţ do úplného rozpuštění v 200 cm3 Mili-Q vody. Suspenze byla 
přefiltrována ultrafiltrací přes filtr o průměru pórů 0,45 μm a potom byl filtrát umístěn do 
dialyzačního střeva o velikosti pórů 1000 Da (Daltonů). To bylo umístěno do 5000 cm−3 
kádinky s destilovanou vodou. Průběţně byla voda testována na obsah chloridových aniontů 
pomocí AgNO3. V přítomnosti Cl
−
 vnikla bílá sraţenina nebo zákal. Voda v kádince byla 
přibliţně kaţdý den měněna. 
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3.4 UV-VIS 
3.4.1 Stanovení mnoţství HL ve vodě normou 
 Stanovuje se hmotnostní koncentrace HL podle normy ČSN 75 7536. Hmotnostní 
koncentrace se vypočítá jako rozdíl absorbance extraktu vzorku a absorbance slepého vzorku, 
který je vynásoben empirickým koeficientem Kp podle následující rovnice:  
 
     pKAA  0HL . (7) 
 
Hodnota Kp pro optickou dráhu kyvety 1 cm je 68.  
Příprava zásobního roztoku hydroxidu sodného 
 Zásobní roztok o koncentraci 0,5 hm. % byl připraven z 2,5 g NaOH, který byl 
kvantitativně převeden do 500 cm3 odměrné baňky a následně rozpuštěn v Mili-Q vodě. Po 
rozpuštění hydroxidu byla odměrná baňka doplněna po rysku. 
Příprava vzorků 
 Do dělící nálevky o objemu 500 cm3 bylo odměřeno 250 cm3 vzorku a následně bylo 
přidáno 5 cm3 koncentrované H2SO4. Obsah nálevky byl mírně protřepán a bylo přidáno 
25,0 cm
3
 pentan-1-olu. Směs byla protřepána po dobu jedné minuty. Poté byla upevněna 
na stojan a ponechána 2 hodiny v klidu. Spodní vodní vrstva byla vypuštěna a alkoholová 
vrstva zůstala v dělící nálevce. K tomuto extraktu bylo přidáno 25,0 cm3 NaOH a obsah 
nálevky byl protřepán. Po 15 minutách byly odpuštěny asi 4 cm3 roztoku pro zbavení se 
kyselých zbytků. Vzorek byl poté vloţen do lednice. Tento postup byl proveden desetkrát. 
Postup měření 
 Nejprve byla změřena základní linie (baseline) rozpouštědla (pentan-1-olu). Vzorek byl 
nalit do křemenné kyvety s optickou dráhou 1 cm a ta byla poté vloţena do spektrofotometru 
Hitachi U3900H. Vzorek byl proměřen v rozmezí vlnových délek 200 aţ 800 nm s krokem 
měření 1 nm. Při měření se muselo dávat pozor na zakalování vzorku extraktu a slepého 
vzorku, protoţe působením tepla docházelo ke vzniku emulze, která navyšovala absorbanci 
vzorku, kdy docházelo k posunu základní linie spektra. Proto některé extrakty musely být 
proměřeny vícekrát, takţe toto měření bylo časově náročné. Po kaţdém měření musela být 
znovu proměřena základní linie. Takto byly postupně proměřeny všechny získané extrakty. 
3.4.2 Stanovení mnoţství HL pomocí rovnic regrese FASR v Mili-Q vodě 
 Pro porovnání s normou ČSN 75 7536 byla vytvořena kalibrační řada FK Suwannee River 
v Mili-Q vodě, ze které bylo následně vypočítáno mnoţství HL pomocí rovnic regrese. 
Příprava vzorků 
 Na přípravu zásobního roztoku FK Suwanee River bylo naváţeno 10 mg standardu FASR. 
Naváţené mnoţství bylo kvantitativně převedeno do 100 cm−3 odměrné baňky, která byla 
poté doplněna Mili-Q vodou po rysku. Poté bylo odpipetováno vţdy potřebné mnoţství 
tohoto roztoku na vytvoření kalibrační řady: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 a 10 mg∙dm−3. 
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Postup měření 
 Nejprve byla změřena základní linie rozpouštědla. Poté byly jednotlivé vzorky proměřeny 
na spektrometru Hitachi U3900H. A to tak, ţe křemenná kyveta byla několikrát propláchnuta 
vzorkem a poté byl vzorek změřen v rozsahu vlnových délek 200−800 nm s krokem měření 
1 nm.  
3.4.3 Stanovení mnoţství HL pomocí rovnic regrese FASR ve fosfátovém pufru 
 Pro porovnání s normou ČSN 75 7536 byla vytvořena kalibrační řada FK Suwannee River 
ve fosfátovém pufru o pH 7, ze které bylo následně vypočítáno mnoţství HL pomocí rovnic 
regrese. 
Příprava zásobního roztoku fosfátového pufru o pH 7 
 Fosfátový pufr byl připraven z 5,4505 g Na2HPO4∙2H2O a 3,0426 g NaH2PO4∙2H2O. 
Naváţky byly kvantitativně převedeny do 1000 cm3 odměrné baňky a poté byla baňka 
doplněna Mili-Q vodou po rysku. Roztok byl poté protřepáván aţ do úplného rozpuštění 
krystalků. 
Příprava vzorků 
 Nejprve bylo naváţeno 20 mg FK Suwannee River, toto mnoţství bylo kvantitativně 
převedeno do 100 cm3 odměrné baňky, která byla poté doplněna Mili-Q vodou po rysku. Poté 
bylo z toho roztoku odpipetováno 50 cm3 do 100 cm3 odměrné baňky, která byla doplněna 
fosfátovým pufrem po rysku.  Takto byl připraven zásobní roztok FK Suwannee River 
o koncentraci 100 mg∙dm−3. Ze zásobního roztoku FK bylo vţdy odebráno potřebné mnoţství 
roztoku, ze kterého byla následně připravena koncentrační řada FK ve fosfátovém pufru 
o koncentraci 1, 2, 4, 6, 8, 10, 14 a 20 mg∙dm−3. 
Postup měření 
 Jednotlivé vzorky byly proměřeny na spektrometru Hitachi U3900H. Křemenná kyveta 
byla několikrát propláchnuta vzorkem a poté změřena v rozsahu 200−800 nm s krokem 
měření 1 nm.  
3.4.4 Kontrola postupu extrakce pomocí standardu FASR v pufru a H2SO4 
 Při extrakci se vzorek okyseluje na hodnotu pH = 2, takţe jsou vysráţeny případné HK, 
které se nerozpouští při nízké hodnotě pH. A proto muselo být provedeno kontrolní měření se 
standardem FASR.  
Příprava vzorku 
 Pro přípravu vzorků byla pouţita jiţ připravená kalibrační řada FASR ve fosfátovém pufru. 
Ze zásobního roztoku příslušné koncentrace bylo odebráno 10 cm3 a byl přidán 1 cm3 
koncentrované H2SO4.  
Postup měření 
 Nejprve byla změřena základní linie rozpouštědla. Připravený roztok byl nalit do křemenné 
kyvety a ihned poté bylo provedeno měření. Měření bylo provedeno v rozsahu vlnových délek 
200 aţ 800 nm. 
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3.4.5 Absorpční koeficienty 
 Aby bylo moţné vzorek lépe charakterizovat, je potřeba diskutovat tyto absorpční 
koeficienty: E253/E203, E253/E220, E253/E230, E250/E365, E254/E410, E465/E665 a E265/E465. Jednotlivé 
absorpční koeficienty byly vypočítány jako poměr příslušných vlnových délek.  
Příprava vzorku 
 Nejprve byl vzorek přečištěn ultrafiltrací přes filtr s velikostí pórů 0,45 μm a poté byl 
přečištěn dialýzou. 
Postup měření 
 Vzorky byly měřeny před a po proběhlé dialýze. Byly proměřeny na spektrometru 
v rozsahu vlnových délek 200–800 nm s krokem měření 1 nm. 
3.5 FTIR 
 Získaný prášek z lyofilizace byl charakterizován pomocí infračervené spektroskopie 
s Fourierovou transformací. 
3.5.1 Příprava vzorků 
 Nejprve byl vyţíhán KBr. Poté bylo naváţeno 400 mg vyţíhaného KBr a 1 mg vzorku, 
které potom byly smíchány v achátové třecí misce. Vzniklá směs byla poté vylisována na 
speciálním lisu do podoby průhledné tablety. Byly připraveny tyto tablety ze získaných 
lyofilizátů: 
a) První lyofilizát 
b) Vzorek přečištěný ultrafiltrací přes filtr s póry 0,45 μm 
c) Filtrační koláč 
d) Vzorek přečištěný dialýzou 
3.5.2 Postup měření 
 Vytvořená tableta byla vloţena do drţáku vzorku a poté vloţena do spektrometru. Byla 
měřena transmitance v závislosti na vlnočtu od 4000 do 400 cm−1. 
3.6 Mikrobiologické testy 
 Mikroorganismy se kultivují v tekuté nebo pevné ţivné matrici. Na pevném médiu se tvoří 
viditelné terčíky mikroflóry tzv. kolonie. Taková skupina mikroorganismů bývá často jednoho 
druhu a má i společné vlastnosti, a tak tvoří reprezentativní vzorek této populace [22]. 
3.6.1 Příprava 
 Ţivné médium bylo připraveno v Erlennmayerově baňce z 5 g peptonu, 5 g hovězího 
extraktu, 2,5 g chloridu sodného a 10 g agarového prášku. Tato sypká směs byla doplněna 
500 cm
3
 destilované vody. Poté bylo médium a všechno pouţívané laboratorní sklo 
sterilizováno po dobu 1 hodiny. Horké médium bylo nalito v laminárním boxu 
do jednotlivých Petriho misek a médium se nechalo ztuhnout. Byly připraveny čtyři 
koncentrační řady:neředěný vzorek, 10krát zředěný, 100krát zředěný a 1000krát zředěný 
vzorek. Bylo napipetováno 0,1 cm3 příslušného vzorku a ten byl nanesen na Petriho misku 
a následně rozetřen zahnutou skleněnou tyčinkou na povrchu ztuhlého média. Mezi 
jednotlivými nátěry v dané koncentrační řadě byla tyčinka opálena v kahanu a chvíli se 
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počkalo, aţ tyčinka vychladne. Kaţdá koncentrační řada měla po třech Petriho miskách. 
Po aplikaci vzorku byly Petriho misky vloţeny do termostatu o teplotě 30 °C, kde byly 
ponechány tři dny.  
3.6.2 Postup počítání kolonií 
 Jednotlivé kolonie byly vizuálně spočítány. Jiţ započítaná kolonie byla označena lihovým 
fixem na dno Petriho misky, aby nedošlo k opětovnému započítání této kolonie. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 UV-VIS 
4.1.1 Stanovení obsahu HL 
 Z proměřených 10 extraktů vzorku byla zjištěna koncentrace nejprve podle normy a poté 
podle rovnic regrese z kalibračních křivek standardu FK v Mili-Q vodě a ve fosfátovém pufru.  
Stanovení obsahu HL podle normy 
 Obsah HL byl stanoven podle absorbance při 420 nm u všech extraktů, poté byl proveden 
průměr všech hodnot a určena směrodatná odchylka. 
 
 
 
Obr. 7: Graf spekter všech extraktů HL 
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 Tab. 1: Přehled naměřených a vypočtených hodnot 
Vzorek Abs(420 nm) cHL [mg·dm
−3
] cHL(průměr) [mg·dm
−3
] ±δ [mg·dm−3] 
Abs(HL_1) 0,015 1,020 
1,01 0,10 
Abs(HL_2) 0,014 0,952 
Abs(HL_3) 0,014 0,952 
Abs(HL_4) 0,016 1,088 
Abs(HL_5) 0,014 0,952 
Abs(HL_6) 0,018 1,224 
Abs(HL_7) 0,014 0,952 
Abs(HL_8) 0,013 0,884 
Abs(HL_9) 0,017 1,156 
Abs(HL_10) 0,014 0,952 
 
 Podle normy ČSN 75 7536 bylo vypočítáno, ţe koncentrace HL v extraktu je 
1,01 ± 0,10 mg·dm−3. 
Stanovení obsahu HL podle kalibračních křivek standardu FASR v Mili-Q vodě 
 Z naměřených dat byly sestaveny kalibrační křivky pro různé vlnové délky v tabulkovém 
programu MS Excel. 
 
 
 
Obr. 8: Graf závislosti absorbance na koncentraci FK pro různé vlnové délky 
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 Podle kalibračních křivek FASR rozpuštěné v Mili-Q vodě pro vlnové délky 220, 230, 250, 
253, 254, 265, 280, 365, 400, 410, 420 a 450 nm bylo stanoveno mnoţství HL v extraktu 
na 0,76 ± 0,08 mg∙dm−3.  
Stanovení obsahu HL podle kalibračních křivek standardu FASR v pufru 
 Z naměřených dat byly sestaveny kalibrační křivky pro různé vlnové délky v tabulkovém 
programu MS Excel. 
 
 
 
Obr. 9: Graf závislosti absorbance na koncentraci FK pro různé vlnové délky 
 
 Podle kalibračních křivek standardu rozpuštěného ve fosfátovém pufru o pH = 7 pro 
vlnové délky 220, 230, 250, 253, 254, 265, 280, 365, 400, 410, 420 a 450 nm byl stanoven 
obsah HL v extraktu na 0,73 ± 0,09 mg·dm−3. 
4.1.2 Kontrola postupu extrakce pomocí standardu FASR a H2SO4 
 Nejprve byly přepočítány jednotlivé koncentrace u vzorků. A poté byly z naměřených dat 
vytvořeny kalibrační křivky pro jednotlivé koncentrační řady.  
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Obr. 10: Graf závislosti absorbance na koncentraci standardu FK po okyselení 
 
 Bylo prokázáno, ţe nedochází k vysráţení určitých frakcí HL, protoţe v tom případě by se 
absorbance sniţovala oproti standardu ve fosfátovém pufru. Docházelo pouze k ředění 
roztoků, tím klesala absorbance. A proto byly hodnoty absorbancí vzorků o koncentraci 
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4.1.3 Absorpční koeficienty 
 Absorpční koeficienty byly vypočítány, jako poměř příslušných vlnových délek. Výsledky 
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E465/E665 z důvodu nízké absorbance u vlnové délky 665 nm, protoţe vypočítaná hodnota 
absorpčního koeficientu je poté zatíţena značnou chybou. A proto byl pro určení stupně 
humifikace zvolen absorpční koeficient E265/E465.  
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Obr. 11: Graf srovnání absorpčních koeficientů 
 
 Vybrané absorpční koeficienty E253/E220 a E253/E230 korelují s EET/EBZ (A253/A203), proto 
byly zvoleny pro toto porovnání. Zvýšení hodnot poměrů u absorpčních koeficientůE253/E220 
a E253/E230 naznačuje zvýšení substitucí funkčních skupin na aromatických strukturách. 
Protoţe polární funkční skupiny zvyšují absorbanci u vlnové délky 253 nm. Mezi tyto funkční 
skupiny patří hydroxylové, karboxylové, karbonylové a esterové skupiny. Dalo by se říci, ţe 
po dialýze filtrovaného vzorku došlo k většímu výskytu funkčních skupin (–OH, –COOH, 
 –C=O a –O–) na aromátech ve struktuře HL. Ovšem to by to muselo dojít k oxidaci 
filtrátu,coţ není pravděpodobné. A proto je předpokládáno, ţe došlo k opětovné protonaci 
karboxylových a hydroxylových funkčních skupin. Protoţe v důsledku zasolení vzorku byly 
na těchto skupinách přítomny různé kationty (viz příloha). Tudíţ při dialyzaci došlo 
k disociaci těchto iontů a karboxylové a hydroxylové skupiny byly opět naprotonovány H+ 
ionty. Tím pádem tyto absorpční koeficienty vzrostly a můţeme říci, ţe došlo k přečištění 
vzorku. Hodnoty absorpčních koeficientů E253/E220 a E253/E230 jsou po dialýze 0,53 a 0,65. 
Tyto hodnoty jsou blízké hodnotě absorpčnímu koeficientu E253/E220 pro standard FK 
Suwanne River, která je 0,62 podle studie Fuentesové [12]. 
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Obr. 12: Graf porovnání absorpčních koeficientů 
  
 Graf vykazuje sníţení hodnoty absorpčního koeficientu vzorku u E250/E365 a E254/E410 po 
přečištění dialýzou. To znamená, ţe po dialýze u filtrátu vzrostla aromaticita a molekulová 
hmotnost vzorku. Toto tvrzení potvrzuje i humifikační poměr E265/E465, který se po přečištění 
dialýzou sníţil. Růst aromaticity a molekulové hmotnosti je způsoben zkoncentrováním HL 
ve vzorku, protoţe přes dialyzační střevo prošly látky, které měly menší molekulovou 
hmotnost, tzn. jednodušší stavební jednotky HL alifatického charakteru. Aromaticita mohla 
být také navýšena zůstatkem některých látek polyfenolického a chinoidního typu, které 
vznikají v procesu degradace ligninu. Hodnota absorpčního koeficientu E265/E465 je po dialýze 
12,63, která podle Chena a kol. [16] odpovídá frakci bohaté na polyfenoly. Absorpční 
koeficient E250/E365 dosahuje po dialýze hodnoty 5,92, tato hodnota je mírně vyšší neţ 
ve studii Peuravuoriho a kol. [31]. 
4.2 FTIR 
 Protoţe se proměřované vzorky liší svojí mírou přečištění, mohou mít na výsledné 
spektrum vliv různé soli a anorganické látky. Byly vytipovány některé látky, které by se 
mohly objevovat ve vzorku, protoţe cílem je získat nezasolený preparát. Spektra těchto látek 
jsou ke zhlédnutí v příloze. V tabulkách 3, 4 (viz příloha) je uvedena koncentrace kationtů 
a aniontů anorganických látek ve vzorku.  
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4.2.1 Charakterizace vzorku získaného z lyofilizace 
 
 
 
Obr. 13: Graf vzorku získaného z lyofilizace v porovnání se standardem FASR 
 
 Prvotní vzorek lyofilizátu má jistou podobnost se standardem FK Suwannee River. 
Podobný pás se nachází u 2935 cm−1, který odpovídá antisymetrickým vazebným C–H 
vibracím ve skupinách –CH2–. Tento pás se nachází u standardu v oblasti 2978 cm
−1
. Dále je 
jistá podobnost v oblasti 1616 cm−1, která odpovídá vibracím aromatických C=C vazeb, tato 
oblast je u standardu v blízkosti 1625 cm−1. V oblasti vlnočtu 1500–400 cm−1 se vyskytují 
vibrace anorganických komponent. V této oblasti vidíme jistou podobnost hlavně s grafy 
spekter NH4HCO3, NaSO4, NH4Cl a NaCl, které jsou v příloze. Na základě tohoto porovnání 
můţeme říci, ţe vzorek obsahuje HL, avšak obsahuje velké mnoţství anorganických solí. 
A proto byl podroben různým stupňům přečištění. 
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4.2.2 Porovnání přefiltrovaného vzorku s následnou dialyzací tohoto vzorku 
 
 
 
Obr. 14: Graf různého stupně přečištění vzorku 
 
 Téměř celá spektra filtrátu HL a dialyzováného filtrátu HL jsou podobná spektru standardu 
FK Suwanne River. Pás v oblasti 3300–3400 cm−1 náleţí vazebným vibracím O–H, ale ty 
mohou být způsobeny i vlhkostí vzorku. Pásy v oblasti 2929 cm−1 u filtrátu HL a 2931 cm−1 
u dialyzovaného filtrátu odpovídají antisymetrickým vazebným C–H vibracím ve skupinách  
–CH2–. U standardu se nachází při 2978 cm
−1
. Pás v oblasti 1724 cm−1 dialyzovaného filtrátu 
HL náleţí vazebným vibracím ve skupině COOH s malým příspěvkem ketonů. Tyto vibrace 
se nacházejí v oblasti 1725 cm−1 u standardu FK. Tento pás se u filtrátu HL nenachází, 
protoţe karboxylové skupiny se zde vyskytují ve značné míře jako soli těchto skupin. 
Kationty, které se nachází ve vzorku, jsou uvedeny v příloze (viz tabulka 3). Pás v oblasti 
1621 cm
−1
 filtrátu HL a 1636 cm−1 dialyzovaného filtrátu náleţí aromatickým C=C vazbám 
a C=O v konjugovaných ketonech, dále vazebným C=O vibracím v amidové skupině. Tento 
pás se nachází v oblasti 1625 cm−1 u standardu FK. Obecně se tento pás nachází v rozmezí 
1660–1600 cm−1 u HL. Nastávají zde také antisymetrické vazebné vibrace karboxylového 
iontu COO
−
. Dále v oblasti 1590–1517 cm−1 dochází k symetrickým vibracím COO−. Pás 
v oblasti 1450 cm
−1
 připadá deformačním vibracím OH a C–O vazebným vibracím 
fenolických –OH, dále C–H deformačním vibracím –CH2 a –CH3 skupin. Pás v oblasti 
spektra 1260 cm
−1
 dialyzovaného filtrátu náleţí vazebným vibracím C–O a deformačním 
vibracím O–H ve skupině COOH. Tento pás je u standardu při 1216 cm−1 u filtrátu se opět 
nenachází, protoţe jsou zde soli karboxylových kyselin. Pás v oblasti 1220 cm−1 náleţí 
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vazebným vibracím C–N amidu. Pás v oblasti 1070 cm−1 odpovídá valenčním vibracím C–C 
alifatických skupin. Pás v oblasti 1047 cm−1 jak u filtrátu HL, tak i dialyzovaného filtrátu HL, 
náleţí vibracím Si–O nebo vibracím C–O v sacharidových jednotkách. V oblasti vlnočtu 900–
400 cm
−1
 se vyskytují vibrace anorganických solí u filtrátu HL. V této oblasti vidíme jistou 
podobnost s grafem NH4HCO3. Vibrace těchto solí se nachází u dialyzovaného filtrátu uţ jen 
v malé míře. Na základě tohoto porovnání můţeme říci, ţe vzorek obsahuje s vysokou 
pravděpodobností HL. Ve spektru filtračního koláče vidíme, ţe se zde nenachází stopy po HL, 
tudíţ filtrací vzorků jsme nebyli ochuzeni o HL. Filtrační koláč obsahuje pouze anorganické 
sloučeniny, protoţe je zde jistá podobnost se spektry anorganických solí v příloze. 
 
 
 
Obr. 15: Fotografie třech proměřovaných tablet v pořadí zleva: filtrační koláč, filtrát HL 
a dialyzovaný filtrát HL 
 
 Jiţ podle fotografie můţe určit, ţe dialyzovaný filtrát obsahuje nejvíce HL, naopak filtrační 
koláč by měl obsahovat pouze nerozpuštěné organické látky. Dále můţeme pozorovat 
zkoncentrování HL po dialyzaci.  
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Obr. 16: Graf porovnání standardu a dialyzovaného filtrátu HL 
 
 Porovnáním spektra dialyzovaného filtrátu HL se spektrem standardu FK Suwanne River 
vidíme, ţe dialyzovaný filtrát ještě jeví známky obsahu solí. Dále z tohoto spektra můţeme 
určit, ţe dialyzovaný filtrát našeho vzorku obsahuje s vysokou pravděpodobností fulvinové 
kyseliny, protoţe spektrum vzorku je téměř totoţné se spektrem standardu FK. 
4.3 Mikrobiologické testy 
 Vizuálně byly spočítány jednotlivé kolonie na jednotlivých Petriho miskách. Na první 
misce s nezředěným vzorkem bylo napočítáno 66 kolonií, na druhé misce bylo napočítáno 60 
kolonií, kolonie ve třetí misce nebylo moţno stanovit. Dále byly spočítány kolonie u 10krát 
naředěného vzorku, u dalších vzorků nebylo moţné stanovit počet kolonií. Kolonie se poté 
přepočítají na kolonie tvořící jednotky v objemu jednoho kubického centimetru.  
 
 Tab. 2: Přehled výsledků 
Koncentrace  Počet kolonií KTJ∙cm
−3 
neředěný vzorek 
66 660 
60 600 
– – 
10krát zředěný vzorek 
7 70 
– – 
– – 
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 U vyloučených vzorků docházelo k masivnímu růstu kolonií, které se poté spojily do jedné 
velké aglomerace. A proto nebylo moţné spočítat jednotlivé kolonie. Avšak u některých 
vzorků nedošlo k vyvinutí ţádných kolonií.  
 
 
 
Obr. 17: Snímek Petriho misky s koloniemi – neředěný vzorek 
 
 
Obr. 18–20: Snímky Petriho misek – neředěný vzorek 
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Obr. 21–23: Snímky Petriho misek – 10krát zředěný vzorek 
 
 
Obr. 24–26: Snímky Petriho misek – 100krát zředěný vzorek 
   
 
Obr. 27–29: Snímky Petriho misek – 1000krát zředěný vzorek 
 
 Cílem mikrobiologických testů nebylo stanovení, o který druh mikroorganismů či 
patogenů se jedná.  
 
   
   
   
42 
 
5 ZÁVĚR 
 Tato bakalářská práce je zaměřena na studium obsahu HL v přírodní léčivé vodě. Voda 
byla získávána z hlubinného vrtu Rohatec-Soboňky. 
 Hlavním cílem této bakalářské práce bylo stanovení obsahu HL. Nejprve byly HL 
extrahovány ze vzorku pomocí pentan-1-olu. Pro kontrolu postupu extrakce byla provedena 
zkouška se standardem FK a H2SO4. Obsah HL byl v extraktech stanoven podle normy ČSN 
75 7536 na 1,01 ± 0,10 mg·dm−3. Poté byl obsah HL stanoven pomocí kalibračních křivek 
standardu FK Suwanne River rozpuštěného v Mili-Q vodě a ve fosfátovém pufru o pH = 7 pro 
vlnové délky 220, 230, 250, 253, 254, 265, 280, 365, 400, 410, 420 a 450 nm. Obsahy HL 
stanovené metodou kalibračních křivek se od sebe příliš nelišily, v prvním případě byl obsah 
HL stanoven na 0,76 ± 0,08 mg∙dm−3, ve druhém případě byl obsah HL stanoven 
na 0,73 ± 0,09 mg·dm−3. 
 V další části bakalářské práce byly HL obsaţené ve vzorku blíţe charakterizovány. 
V případě měření UV-VIS spekter byly HL charakterizovány pomocí absorpčních koeficientů 
E253/E220, E253/E230, E250/E365, E254/E410 a E265/E465. Byly porovnány vzorky, které byly 
přečištěné ultrafiltrací a poté dialýzou. Z absorpčních koeficientů E253/E220 a E253/E230 je 
zřejmé, ţe během dialýzy došlo k disociaci a následně k protonaci karboxylových 
a hydroxylových skupin. Podle absorpčních koeficientů E250/E365, E254/E410 a E265/E465 došlo 
během dialyzace k přečištění, protoţe byly odplaveny sloučeniny alifatického charakteru. 
Dále byly HL charakterizovány pomocí FTIR spektrometrie. Z prvotního lyofilizátu bylo 
zřejmé, ţe vzorek je velmi zasolený, ale bylo moţné určit, ţe obsahuje HL. Poté byl vzorek 
ultrafiltrován, čímţ byly odstraněny nerozpustné anorganické látky. A následně byl vzorek 
dialyzován. Touto metodou byly potvrzeny závěry z absorpčních koeficientů, ţe během 
dialýzy došlo k protonaci –COOH a –OH skupin. Avšak je zřejmé, ţe vzorek by vyţadoval 
ještě další přečištění pro odstranění anorganických látek. Ale i tak můţeme říci, ţe HL 
obsaţené ve vzorku jsou FK.  
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7 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
7.1 Seznam zkratek 
ABS Absorbance 
DOM Rozpuštěná organická hmota 
FA, FK Fulvinová kyselina 
FASR Standard fulvinové kyseliny Suwannee River (IHSS) 
FT Fourierova transformace 
KTJ Kolonie tvořící jednotky 
HK Huminová kyselina 
HL Huminové látky 
HU Humin 
IR, IČ Infračervená oblast spektra elektromagnetického záření 
NOM Přírodní organická hmota 
UV Ultrafialová oblast spektra elektromagnetického záření 
VIS Viditelná oblast spektra elektromagnetického záření 
 
7.2 Seznam symbolů 
Symbol Význam Jednotka 
A Absorbance  
c Koncentrace mol∙dm−3 
Da Dalton  
λ Vlnová délka nm 
ν Vlnočet cm−1 
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8 PŘÍLOHY 
Seznam příloh 
 Příloha č. 1: Obsah kationtů a aniontů v léčivé vodě 
 Příloha č. 1: Spektra anorganických látek obsaţených v léčivé vodě 
 
Přílohy: 
 Obsah kationtů a aniontů v léčivé vodě 
 
 Tab. 3: Chemické parametry vzorku z hlubinného vrtu [23] 
Kationt Značka Obsah [mg∙dm−3] 
Amonný iont NH4
+ 
1,68 
Lithium Li
+ 
0,023 
Sodík Na+ 45,40 
Draslík K+ 1,10 
Vápník Ca2+ 13,4 
Hořčík Mg2+ 6,40 
Baryum Ba
2+ 
0,080 
Stroncium Sr
2+ 
0,12 
Ţelezo Fe2+ 0,050 
Mangan Mn
2+ 
0,040 
Součet kationtů 68,293 
 
 Tab. 4: Chemické parametry vzorku z hlubinného vrtu [23] 
Aniont Značka Obsah [mg∙dm−3] 
Hydrogenuhličitan HCO−3 200 
Fluorid F
− 
<0,05 
Chlorid Cl
− 
3,8 
Bromid Br
− 
0,016 
Jodid I
− 
0,019 
Síran SO4
2− 
0,9 
Dusitan NO2
− 
<0,01 
Dusičnan NO3
− 
<0,50 
Hydrogenfosforečnan HPO4
2− 
0,408 
Hydrogenarseničnan HAsO4
2− 
0,0009 
Seleničitan SeO3
2− 
<0,0016 
Kyanid CN
− 
<0,005 
Součet aniontů 205,7 
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 Spektra anorganických látek obsaţených v léčivé vodě 
 
 
 
Obr. 30: Graf spektra síranu sodného 
 
 
 
Obr. 31: Graf spektra hydrogenuhličitanu sodného 
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Obr. 32: Graf spektra chloridu amonného 
 
 
 
Obr. 33: Graf spektra hydrogenuhličitanu amonného 
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